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論文内容要旨
                目的
 細胞遺伝学および分子遺伝学的研究によりヒトの第1番染色体短腕 (1p) に は様々な腫瘍 に
 おいて高頻度の遺伝子欠失があることが見いだされています。 このことは, 1p 領域にヒト癌に
 関与 した癌抑制遺伝子が存在 していることを強く 示唆 しています。 ρZ3 は 1p36.33 から単離され
 た遺伝子であり, ρ53 癌抑制遺伝子と高い相同性をもったタ ンパク質をコードしています。 ヒト
 癌におけるpZ3 の遺伝子 レベルでの変異について, (1) 各種ヒト癌におけるρ73 遺伝子変異の頻
 度;(2)pZ3 のヒト癌におけるアレル特異的発現パター ン, この二つの観点から解析 し, ρ73 とヒ
 ト癌との関係を検討 しま した。
                方法
 144 症例の各種ヒト癌組織 (乳癌47 例, 大腸癌 43 例, 胃癌 31 例, 神経芽細胞腫 23 例) と 41
 種類のヒト癌細胞株 (肺癌 21 株および膵臓癌 20 株) か ら抽出した DNA についてp73 のコーディ
 ング領域およびエクソ ンーイ ントロ ン境界に関 して PCR-SSCP 法を行い, 遺伝子変異の有無を調
 べま した。 その結果, 認められた変異バンドに対して直接塩基配列決定法による塩基の変異の検
 索を行いま した。 41 株のヒト癌細胞株のうち, ρ73 のコーディ ング領域にヘテロ接合性が確認さ
 れたものについては遺伝的多型性を利用 したρ73 のアレル特異的発現を RT-PCR 法と直接塩基
 配列決定法によって行いま した。
                結果
 185 例中, 1例の乳癌において体細胞性ミスセンス変異 (エクソン7のコ ドン 269 における
 CCG から CAG, アルギニンからグルタミンヘの変化) が見つかりました。 このミスセ ンス変異
 は, ρ73 の DNA 結合 ドメインに存在 し, ρ73 のホモログであるρ53 癌抑制遺伝子の癌における
 変異のホットスポット (コ ドン249, アルギニン) に対応しています。 この他, コドン 137, 336,
 349, 610 とイ ントロン6および8の中の塩基を含む6ヶ所に認められた塩基置換は遺伝的多型
 として報告のあったものでありま した。 イントロン9のAからGへの塩基置換は, 18 人の正常
 人の解析から AIG の比率が 16:20 で, 新たに見いだされた遺伝的多型であると思われま した。
 2種類の膵臓癌細胞株 (PCI-19, PCI-35) は, いずれもコドン349 においてヘテロ接合性を示し,
 アレル特異的発現パターンの解析からPCI-19 ではモノアレリックな発現が, PCL35 では不均等
 なバイ アレリックパター ンの発現が認められま した。
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                考察
 本研究は 185 例のヒト癌のρ73 遺伝子の遺伝子変異について解析 しま した。 185 例の中には,
 胃癌, 大腸癌, 乳癌, 膵臓癌といったρZ3 遺伝子の遺伝子変異について未だ報告が無い癌も含ま
 れています。 本研究の結果により, ρ73 の遺伝子変異は, ヒト癌において極めて低頻度であるこ
 とが示されま した。 185 例の大部分で 1p36.33 近傍のヘテロ接合性の消失が証明されていますが,
 今回, 残存 しているρ73 アレルに遺伝子変異が殆ど認められないことから Knudson の two hi七
 model に合致せず, ρZ3 は典型的な癌抑制遺伝子であるとは考えにくいと思われます。 ρ73 の正
 常細胞における発現パターンはモノ アレリックであるという報告が以前になされています。 この
 場合では, 癌細胞において不活性化されていないアレルを喪失することだけで two hit が達成
 されている可能性も考えられま す。 しか し, PCI-35 において不均等ながらバイアレリ ックパター
 ンの発現が認め られたことや, その他の報告においてもp73 のアレル特異的発現パターンには定
 見がな く, この可能性につ いて は更なる解析を要する ものと思、われま す。
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 審査結果の要旨
 ヒトの第1番染色体短腕 (1p) には様々な腫瘍において高頻度の遺伝子欠失が認められてい
 る。 このことから 1p 領域にはヒ ト癌の発生に関与 した癌抑制遺伝子が存在すると考えられてき
 た。 1997年, ρ53 遺伝子と高い相同性を有 し, 機能的にも類似性をもつρ73 遺伝子が lp36.33 領
 域から単離・同定されたことか ら, このp73 遺伝子がヒ トの発癌過程に どのように関与 してい
 るのかが注目されていた。 本論文はヒト癌におけるρ73 遺伝子の DNA レベルでの変異の有無と
 ヒ ト癌におけるρ73 遺伝子の発現パターンについて解析 し, ρZ3 遺伝子異常と発癌との関係を検
 討することを目的と している。
 185種類のヒ ト癌組織とヒ ト癌細胞株を用いて PCR-SSCP 法によりρ73 遺伝子のコーディ ング
 領域およびエクソンーイントロン境界に関 して遺伝子変異の有無を調べ, また, 41種類のヒ ト癌
 細胞株についてはρ73 遺伝子のア レル特異的発現を RT-PCR 法と直接塩基配列決定法によって
 解析している。 その結果, 乳癌の1例においてのみ体細胞性ミスセンス変異 (コ ドン269におけ
 る CCG から CAG, アルギニ ンからグルタミンヘの変異) が見いだされた。 本論文ではこのコ
 ドン269ア ルギニ ンおよびその周辺領域は, ρ73 遺伝子ホモログである ρ53 や ρ63 遺伝子ときわ
 めて相同性が高く, 種を超えて保存されており, かつ ρ53 遺伝子では変異のホッ トスポットで
 あることから発癌との関係を否定できないとしている。 しかし, コドン137, 336, 349, 610とイ
 ン トロン6および8の6ケ所に認められた塩基置換 は遺伝的多型であると している。 この結果よ
 り, 本論文ではヒト癌におけるρ73 遺伝子の DNA レベルでの変異は極めて低頻度にしか認めら
 れないと結論 している。 ヒ ト癌におけるρ73 遺伝子の発現パターンについて は二種類の膵癌細
 胞株において解析可能であり, 一株ではモノアレリックな発現を, 他の一株では不均等なバイア
 レリックパター ンの発現を認めたが, ρ73 遺伝子の発現パターンと発癌との関連には, 定見が得
 られていない。 本論文の研究によりp73 遺伝子は, ヒト癌の発生に関 して従来から知られてい
 る癌抑制遺伝子とは異なっていることが示された。
 本論文はヒ ト癌において染色体異常が高頻度で認められる 1p 領域から見い出された候補癌抑
 制遺伝子, ρ73 のヒ ト癌への関与を初めて系統的かつ大規模に検索しており, 本学の学位を授与
 するに十分値するものであると思われる。
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